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摘
!

要!将携带
4U+H#6[,+

3

基因的慢病毒包装系列质粒转染
#D!7

细胞!进行慢病毒包装$用收集并纯化好的

慢病毒感染
J%QD

细胞!流式分选筛选出
L[K

阳性的细胞!用
[,+

3

抗体和
4U+H#

抗体进行
0̀:;0)*\,';

鉴定$流式

分选得到的
L[K

阳性的
J%QD

细胞经
0̀:;0)*\,';

鉴定能高效表达外源
4U+H#6[,+

3

融合蛋白!同时空载慢病毒处

理的
L[K

阳性细胞并不表达
4U+H#6[,+

3

蛋白$结果表明成功构建了高效表达
4U+H#

蛋白的
J%QD

细胞系!为进一

步研究超级干扰素抗肺癌的分子机制奠定了基础$

关键词!

J%QD

细胞株%慢病毒%

L[K

%

4U+H#

中图分类号!

m%"R
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引
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言

转化生长因子"

7L[6

*

#家族分为两个亚类!骨

形态发生蛋白
Y@K

和转化生长因子
7L[6

*

亚类%

其中部分蛋白只在特定的细胞或胚胎发育的特定时

期表达%如
LX[B

和
@

<

':;+;2*

$而部分蛋白则在胚

胎发育过程中和成体组织中广泛表达%如
7L[6

*

$

和
Y@KQ

%这些因子相互协作%在调控细胞的生长'

分化'凋亡'迁移和细胞外基质形成的过程中起着重

要的作用&

7L[6

*

信号的起始是通过配体招募并

激活受体丝氨酸*苏氨酸激酶%磷酸化
V64U+H

"

4U+H$

%

#

%

!

%

%

%

B

#%活化的
V64U+H

与
I'64U+H

"

4U+HQ

#结合形成
4U+H:

复合体%将信号传递到细

胞核内&在细胞核内%活化的
4U+H:

复合体再与相

关的转录因子相互作用调控下游靶基因的表达(

$

)

&

越来越多的研究表明
7L[

*

*

4U+H#

信号通路与肿

瘤发生密切相关%几乎所有的乳腺癌和结肠癌细胞

中都发现有该通路成员的突变(

#6%

)

%前列腺癌细胞中

也普遍存在
7L[

*

信号通路的激活(

T6B

)

&另有研究

表明%

7L[

*

*

4U+H#

信号通路的激活可以促进

M@7

的发生(

D6$!

)

&

干扰素"

W*;0)-0)'*

%

W[?

#是宿主细胞被病原体

或者肿瘤侵袭时由宿主细胞产生的一类糖蛋白类细

胞因子%干扰素的产生可以激活细胞的免疫系统产

生防御机制从而清除病原体或者肿瘤&基于受体的

不同%可以将干扰素分为三大类!

)

型干扰素如

W[?

(

%

W[?

*

%

W[?6

-

%

W[?6

.

和
,2U2;2*

%

/

型干扰素

W[?6

,

和
&

型干扰素
W[?6

0

等(

$Q6$R

)

&目前临床上干

扰素主要用于抗病毒治疗%但其临床直接抗癌效果

并不显著%并且干扰素直接调节癌症信号机理研究相

对其抗病毒机制研究较少&干扰素抗癌信号通路与

7L[6

*

*

4U+H#

的关系上研究更少%近年来
?+;()0

等报

道%

/

型干扰素
W[?6

,

可以通过活化
&+a6$

'

47J76$

%

上调
4U+HR

%抑制
4U+H!

与
7L[6

*

受体的相互作用%

从而抑制
7L[6

*

*

4U+H#

信号通路(

$B6#$

)

%提示我们进

一步研究超级干扰素的抗癌机理&

超级干扰素"

4(

N

0)W*;0)-0)'*

%

:W[?

#是一种

具有自主知识产权的新型基因工程干扰素%由四川

辉阳生命工程股份有限公司与中科院刘新垣院士共

同研发而成%它与
JU

3

0*

3

公司的一种已经下市的



干扰素"干复津#的氨基酸序列一致%但碱基序列不

同%由于采用了全新的生物技术工艺%使其蛋白质空

间构象发生了改变%令其具有更强的抗病毒作用及

极低副作用%其抗病毒实验已经进入临床
WWW

期%同

时临床抗癌小样本实验发现该干扰素有显著的直接

抗癌效果%其直接抗癌效果已经得到证实(

##

)

%但目

前关于超级干扰素直接抗癌机制的研究几乎没有报

道&课题组已经开展的早期肺癌细胞
J%QD

全基因

组表达谱芯片分析结果显示%

:W[?

可显著地调节

7L[6

*

*

4U+H#

信号通路%同时实验验证
:W[?

能显

著下调
4U+H#

的
UV?J

和蛋白水平%这让我们提

出超级干扰素是否通过负调控
4U+H#

来起到其抗

癌作用&本文主要基于这一背景%开展建立稳定表

达
4U+H#

蛋白的
J%QD

细胞模型%这将为
:W[?

抗

肺癌的机理的探究奠定一定的研究基础&

!

!

实验材料和方法

$>$

!

材料

质 粒
N

IXO6I@=6@I46M[$6L[K

'

N

OV6

I@=6

+

B>#

'

N

I@=6=4=L

为本组保存%

ZPX6

N

,(:6

和
b2

3

+;2'*/2

3

/

连接酶
@2F

"

7PCPYP

公司#$

X?JU+)a0)

!

7)+*:#ZX?J@+)a0)

和
$Z\X?J

b+HH0)

"

7)+*:L0*0

公司#$限制性内切酶
5K*W

%

"A6VW

"

[0)U0*;+:

公司#$

[6$#Z

细胞培养基%

X@M@

细胞培养基%胰蛋白酶%胎牛血清"

[Y4

#

"

Y2'5/)'U0

公司#%

L0*0)+

<

质粒抽提试剂盒

"

L0*0)+

<

公司#%

4U+H#

抗体"

I0,,42

3

*+,2*

3

公司#%

[,+

3

抗体"

I0,,42

3

*+,2*

3

公司#%

J?7W6[bJL

1

@#J--2*2;

<

L0,

"

4WLJ@J

公司#%

WKb

<

:2:Y(--0)

"碧云天公司#%

K)';02*b+HH0)4@$B$$

"

[0)U0*;+:

公司#%其余试剂均为国产分析纯&

人非小细胞肺癌细胞
J%QD

和人胚肾细胞
#D!7

来自于中国科学院上海生命科学研究院细胞库&

M>

5',2>XO%

(

菌株感受态细胞为本实验室保存&

$>#

!

方
!

法

$>#>$

!

基因克隆及鉴定
!

?IYW

查询人类
4U+H#

基因序列"基因
WX

!

Q"BR

%检索号!

?@

2

""%D"$>Q

#%

利用
KIV

法从结肠癌
4̀ T#"

细胞中扩增获得

4U+H#

基因%

K)2U0)40*:0

!

4U+H#A[,+

3

A5K*W

I7JL7I7JLJJ7L7IL7IIJ7I77LI6

IJ77I

K)2U0)J*;2A:0*:0

!

4U+H#A[,+

3

A"A6VW

IILLJJ77I77JI77J7IL7IL7IJ7I6

I77L7JJ7I7LJIJ7LI77LJLIJJILIJI

7LJJ

&

KIV

反应体系详见表
$

&

表
!

!

<E*

反应体系

I'U

N

'*0*; =',(U0

*

"

b

$"FY(--0)-')ZPX6K,(:A %

#U@H?7K: %

#%U@ @

3

4P

Q

#

$"

N

U',

*

"

bK)2U0):0*:0 $>%

$"

N

U',

*

"

bK)2U0)+*;26:0*:0 $>%

70U

N

,+;064̀ T#"5X?J $

KIV

3

)+H0E+;0) !!

ZPX6K,(:A

"

$>"8

*

"

b

#

$

7';+,)0+5;2'*9',(U0 %"

!!

KIV

反应采用三步法!预变性
DQ̂

%

#U2U

%变

性
DQ̂

%

$%

%退火
%%̂

%

!"

%延伸
TB̂

%

#U2*

%循环

!"

次%最后延伸
TB̂

%

$" U2*>

将
N

IXO6I@=6

@I46M[$6L[K

载体和
KIV

扩增片段"

$Q"Q\

N

#分

别用限性内切酶
5K*W

和
"A6VW

双酶切%经琼脂糖

电泳后回收纯化目的条带%

$T̂

水浴连接
$/

%连接

体系!

b2

3

+;2'*/2

3

/

连接酶
U2F%

"

b

%

N

IXO6I@=6

@I46M[$6L[X

片段
%*

3

%

4U+H#

片段
#%*

3

&将酶

切鉴阳性的重组质粒
N

IXO6I@=64U+H#6M[$6

L[K

进一步测序确认&

将测序正确的
N

IXO6I@=64U+H#6M[$6L[K

和

N

IXO6I@=6@I46M[$6L[K

阳性菌株%在
bY

培养基

中
!R̂

震荡培养过夜%收集菌体%大量抽提质粒

X?J

%并用
?+*'X)'

N

#"""

微量紫外分光光度计对其

进行
PX

"

#T"

*

#B"

#值浓度测定%

A#"̂

保存备用&

$>#>#

!

细胞培养
!

对人非小细胞肺癌细胞
J%QD

和人胚肾细胞
#D!7

%按
J7II

标准方法进行培养&

$>#>!

!

慢病毒包装

慢病毒包装质粒转染细胞采用磷酸钙法进行&

主要步骤如下!转染前
$#/

%分别将
!d$"

T个
#D!7

细胞接种到
#

个
$"5UH2:/

中%细胞培养液为
$"Ub

含
$"S[Y4

的
X@M@

%第二天当细胞密度达到
T"S

#

B"S

时%开始细胞转染&转染体系如下%第
$

管!

$"

"

3N

IXO6I@=64U+H#6M[$6L[K

%

T

"

3N

OV6I@=

A

+

B>#

%

Q

"

3N

I@=6=4=L

%

Q"B

#

Q$B

"

bHHO

#

P

%

T#

"

b#@I+I,

#

%第
#

管!

$"

"

3N

IXO6I@=6@I46

M[$6L[K

%

T

"

3N

OV6I@=A

+

B>#

%

Q

"

3N

I@=6=46

=L

%

Q"B

#

Q$B

"

bHHO

#

P

%

T#

"

b#@I+I,

#

%轻轻吹打

混匀%分别逐滴加入
%""

"

b#dOY4

"

KOhR>"%

#%孵

育
#"U2*

后将两管中的混合物分别逐滴加入到
#D!7

细胞中%之后每隔
$#/

收集上清并更换新鲜
X@M@

!R!

第
!

期 袁素敬等!高效表达
4U+H#

蛋白的
J%QD

细胞模型的建立



培养液%

T"/

后弃掉细胞&收集的上清液经过

">Q%

"

U@2,,2

N

')0

滤器过滤%然后分装并置于
AB"̂

保存备用&

$>#>Q

!

感染并筛选稳定细胞克隆

选取生长状态良好的
J%QD

细胞%胰蛋白酶

消化并计数%每个
T5UH2:/

中种植
%"d$"

Q

50,,:

%加入
TUb#Q/

收集的含慢病毒的
#D!7

细

胞上清液%

$#/

后更换新鲜培养液%

#Q/

后荧光

显微镜镜检&继续培养%待细胞长满
$"5UH2:/

后进行流式细胞分选%筛选出
L[K

阳性细胞&继

续培养待用&

$>#>%

!

0̀:;0)*\,';

鉴定稳转株

J%QD

%

J%QD6M=

%

J%QD64U+H#

各 一 个
$"5U

H2:/

%

KY4

清洗细胞
#

次%加入
%""

"

bWK,

<

:2:

细胞裂

解液裂解细胞%收集细胞%剧烈震动充分裂解细胞%离

心"

$#""")

*

U

%

$"U2*

%

Q̂

#%取上清加入
Q"

"

b

经

7Y4

预处理的
J?7W6[bJL

1

@#J--2*2;

<

L0,

%

Q̂

孵育过夜%第二天将样品离心"

D$"")

*

U2*

%

">%U2*

%

Q̂

#%

KY4

清洗两次后再次离心%向沉淀中

加入
,'+H2*

3

\(--0)

%

$""̂

%

$"U2*

&按标准方法做

4X46KJLM

电泳%电泳完成后%取下聚丙烯酰胺凝

胶%用甲醇浸泡固定
K=X[

膜%于冰浴条件下转移

"电流
#R"UJ

%

$>%/

#&以
7Y47

"

$""UU',

*

b

7)2:6I,

"

N

OR>Q

#%

$%" UU',

*

b ?+I,

%

">"%S

7E00*6#"

#洗去
K=X[

膜上残留的转移缓冲液%用

含
%S

脱脂牛奶的
7Y47

封闭
$/

后%将膜裁开并

分别置于含
J*;26[,+

3

"

$g$"""

稀释#%

J*;264U+H#

"

$g$"""

#抗体稀释液中%室温
$/

%用
7Y47

漂洗

K=X[

膜
!

次%每次
$"U2*

&再将膜分别置于
3

'+;6

+*;26)+\\2;W

3

L6OVK

抗体稀释液"

$g$"""

稀释#%

3

'+;6+*;26U'(:0W

3

L6OVK

抗体稀释液"

$g$"""

稀

释#中%室温
$/

%用
7Y47

漂洗
K=X[

膜
!

次%每次

$"U2*

&用滤纸吸干多余的
7Y47

&取
0̀:;0)*

\,';

检测试剂盒"

7/0)U'

公司#中
$

号液及
#

号液

各
$Ub

%混匀%立即投入
K=X[

膜%反应
%U2*

后%

滤纸吸干多余反应液%于暗室条件下压上
i

光片%

曝光
#

#

%U2*

&

'

!

结
!

果

#>$

!

目的基因的克隆及测序

以结肠癌
4̀ T#"

细胞的
5X?J

为模板%成功

克隆出
4U+H#6-,+

3

基因%为
$Q#B\

N

"图
$

#%测序结

果与
?IYW

标准序列比对后确认
KIV

产物序列

正确&

图
$

!

KIV

克隆产物琼脂糖凝胶电泳鉴定

#>#

!

携带
4U+H#

的慢病毒包装载体酶切及测序鉴定

分别回收经
5K+W

和
"A6VW

双酶切得到的

4U+H#6-,+

3

片段和
N

IXO6I@=6@I46M[$6L[K

载

体的相应条带%按表
!

所示的连接体系
$T̂

水浴连

接
$/

%连接产物转化
"NA67&>XO%

(

感受态细胞%再

经
5K+W

和
"A6VW

酶切鉴定%可见
$Q#B\

N

4U+H#6

-,+

3

编码序列片段和
R%QQ\

N

的载体大片段"图
#

#&

测序结果亦证实
4U+H#

慢病毒包装载体构建成功&

图
#

!

重组质粒酶切产物琼脂糖电泳鉴定

#>!

!

稳定表达
4U+H#

的
J%QD

细胞的筛选和鉴定

感染慢病毒的
J%QD

细胞
#Q/

后荧光显微镜镜

检%发出强烈的绿色荧光的细胞"图
!

#为潜在的阳

性克隆%细胞扩大培养后%流式细胞仪分选出
L[K

阳性的细胞%取部分细胞提取总蛋白%经
J?7W6

[bJL

1

@#J--2*2;

<

L0,

"

4WLJ@J

公司#纯化后%

进行
0̀:;0)*\,';

检测%结果表明成功建立表达

4U+H#6-,+

3

的
J%QD

细胞系"图
Q

#&

图
!

!

荧光显微镜观察感染后的
J%QD

细胞"
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图
Q

!

阳性
J%QD

细胞株中
4U+H#6[bJL

融合蛋白表达鉴定

$

!

讨
!

论

构建稳定表达的细胞系是分析基因功能的常用

方法之一&这可以避免外源性质粒转染效果和剂量

效应等诸多不足%同时可以更好地模拟体内的条件

来研究某基因的功能&如果用携带该外源基因的慢

病毒感染细胞后进行筛选%则可能得到外源基因整

合到染色体中的稳定表达的细胞&本实验选择三质

粒慢病毒包装系统%

J%QD

细胞系作为感染的靶细胞

株%实验结果表明获得了高效表达
4U+H#

蛋白的细

胞株%为以后稳定表达细胞系的筛选奠定基础&

本研究采用磷酸钙
AX?J

共沉淀法转染
#D!7

细胞进行慢病毒的包装%转染试剂毒性低%该细胞可

操作性高%转染效率高%转染后细胞死亡率低%有利

于慢病毒的包装&慢病毒感染
J%QD

细胞后%将携

带的外源基因稳定整合进
J%QD

细胞基因组后%

J%QD

细胞即获得外源基因上的显性选择标记

L[K

%通过筛选
L[K

阳性的细胞可以得到阳性细胞

克隆&

0̀:;0)*\,';

结果表明筛选出的表达
4U+H#

的细胞克隆表达
[,+

3

标签蛋白%而感染空载对照组

慢病毒的细胞却不表达
[,+

3

标签蛋白&结果证实

筛选出的
L[K

阳性细胞中
4U+H#

基因已稳定整合

进细胞染色体&

总之%如前述%本实验结果表明成功获得高效表

达
4U+H#

蛋白的
J%QD

细胞系%为进一步研究

4U+H#

稳转细胞株是否对超级干扰素抗癌效应产

生抗性奠定了实验研究基础%这为揭示超级干扰素

是否通过
7L[

*

*

4U+H#

信号途径产生抗癌效应提

供参考&
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